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   Detection of circulating cancer cells in peripheral blood may impvove cancer staging and 
monitoring. This study was undertaken to investigate the clinical implications of detection of 
circulating caneer cells in renal cancer patients. 
   Cytokeratin-19 (CK19) mRNA wasamplified by nested reverse transcription-polymerase chain 
reaction (RT-PCR) in the peripheral blood of 33 healthy volunteers and 19 patients with renal cell 
carcinoma. The detection limit of the method was 10 cancer cells in 10' peripheral blood mononuclear 
cells. The positive detection rate was 47% for renal cancer patients and 9% for healthy volunteers. 
The number of patients expressing CK19 mRNA in each clinical stage was 0 out of 3 patients in stage 
1 ; 2 out of 8 (25%) in stage 2 ; 3 out of 4 (75%) in stage 3 ; 4 out 4 (100%) in stage 4. A significant 
correlation was seen between CK19 mRNA expression and clinical stage (p =0.0023). 
   This method may be useful for early detection of micrometastasis, and facilitate the design of better 
therapeutic strategies for the treatment of renal cancer patients. 
                                              (Acta Urol. Jpn. 45: 577-581, 1999) 
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緒 言
腎細胞癌 に とって手術 による癌組織の摘出 は最 も有
効 な治療法 と考 え られ るが,術 後 に転移再発 を経験す
るこ とは多い.こ の転移再発 は手術時 に既 に散布 され
ている遊離癌細胞や微小転移巣 によると考 えられ,画
像診断法 などの手段で はこれ らを術前 に診断す ること
は困難であ る.近 年の分子生物学的手法の発展 は,転
移巣の成立 に至 る多段 階か らあ る一段階 において重要
な働 きをす る特定の分子 を明 らか に して きたが,必 ず
しも臨床 的な転移出現 とは一致せずその評価 を困難に
して い る.Reversctranscription-polymerasechain
reaction(RT-PCR)法で は微量 の標 的mRNAの 検
出が可能であ り,血 液中の癌細 胞の存在 自体 を検 出す
る ことが可 能 となって きた1'3)本研 究 で はnested
primerRT-PCR法を用 い,腎 細 胞癌 患者 の血液 中 よ
り上 皮 細 胞 に特異 性 の高 いcytokeratin-19(CKI9)
のmRNAを 検出す るこ とを試 みて,臨 床応用へ の可
能性 を検討 した.
対 象 と方 法
(1)培 養細胞 と健常者,腎 細胞癌患 者か らの検体
測 定法 の基 礎 的検 討 の ため,io%FCS加RPMI
l640で培養 した ヒ ト腎細胞癌 培養細胞OSRC-2を 用
いた.こ の培 養細胞 はCKI9免 疫組 織染色 にて 陽性
であ った.健 常者 の末梢血 単核細 胞1×107個に対 し
てOSRC・・2培養 細 胞 を105,104,103,102,10,0
個混 ぜ た段階希釈 検体 を用 い,CKIgRT-PCR法 の
測定感度 を検討 した.
臨床 的検討 の対象 は,健 常成人ボ ランティア33例と
1995年か ら1997年に愛知県がんセ ン タ・一一で治療 を行 っ
た腎細胞癌患者19例で あった.被 験者 には研究 目的,
検体採取 に対す る十分 な説明 を行 い,文 書 による承諾
を得 た.腎 細胞癌 患者 の臨床 的背 景 はTablelに示
すご とくで,臨 床病期,組 織 学的異型度,T分 類,M
分類,V分 類 は腎癌 取扱い規約4)にしたが った.健 常
成人では末梢血採血 を行 い.腎 細胞癌患者で は全例 か
ら腎摘 出術前 の末梢血採血 と16例か ら手術 中に腎静脈








































織 を 採 取 し た 。 採 血 は,EDTA加 試 験 管 に 末 梢 血
4～12ml,腎 静 脈 血4mlを 採 血 し た.末 梢 血 採 血 は
皮 膚 穿 刺 時 の 上 皮 細 胞 混 入 を避 け る た め,皮 膚 穿 刺 後
1,2管 目 の 検 体 は 測 定 に 用 い ず,3管 目 以 後 の 検 体
を 本 測 定 に 用 い た.腎 静 脈 血 採 血 は 腎 摘 出 後 の 摘 出 腎
静 脈 本 幹 か ら 採 取 した.
(2)TotalRNA抽 出
血 液 検 体 は1,000×g10分 間 の 遠 心 に て 血 漿 を 除 去
し,細 胞 成 分 に 混 入 し た 赤 血 球 はO.2%NaClの 低 張
食 塩 水 に 浮 遊 して 溶 血 させ 再 び 遠 心 分 難 し た.上 清 を
除 去 しPBSに て 洗 浄 後750μ1のISOGEN-LS,
RNAextractionbuffer(NipPonGene,Japan)に溶
解 し て 一80℃ で 保 存 し た.凍 結 検 体 を 溶 解 後acid
guanidiniumisothiocyanate-phenol-chlorofbrm抽出
法5)を用 い てtotalRNAを 抽 出 し た.DNA混 入 を 除
く た めRNase-fr・eeDNase1(BoehringerMan-
nheim,Germany)を用 い てtotalRNAを 精 製 した.
(3)NestedprimcrRT-PCR
TotalRNAを 鋳 型 と し た 一 本 鎖cDNAの 作 製 は,
5μgのtotalRNAに50ngのrandomhexanuc-
leotideprimers(PharmaciaBiotech,Sweden)を加





え,37℃ で60分,90℃ でIO分 反 応 さ せ,-80℃ で
保 存 し た,TotalRNA抽 出 の 確 認 に はglyceraldc-
hyde-3-phosphatcdchydrogenase(GAPDH)gene6)
に対 す るRT-PCR法 を 同 時 に 行 い,355bpの 特 異 バ
ン ド を検 出 した 検 体 に つ い て 以 下 の 測 定 を 行 っ た.
NestedPCRに 用 い たCKI9に 特 異 的 なprimerは






GTCCATGAGCCGCTGGTAC-3'を 合 成 し た.1




polymerase(Takara,Japan)を加 え 合 計101tlと
し,mineraloilを重 層 し た.PCRはthermocycler
(MJResearchinc.,usA)を 用 い,denaturation
94℃ で1分,annealing63℃ で1分,polymerase
extension72℃で2分 に て35cycle施 行 し た.2回 目
のPCRは,1回 目 のPCR産 物1μ1にnestedprimer
(primerC,D)各0.1μMを 用 い,1回 目 と 同 様 の
方 法 で35cycle施 行 した.
(4)PCR産 物 の 確 認
10μ1のPCR産 物 を2%agarosegel上 で 電 気 泳 動
し,ethidiumbromide染色 を 行 っ た.745bpの 特 異
バ ン ドを 検 出 し た も の を 陽 性 と し た.一 部 のPCR産
物 の 塩 基 配 列 はdideoxychainterminationsequenc-
























































































体採取部位 で は,末 梢血 で19例中6例(32%),腎 静
脈血で16例中4例(25%)と 差 を認 めなかった.
(3)腎 細胞癌 臨床所 見 と血 中CK19mRNAの 関係
腎細胞 癌取 り扱 い規約 に よる臨床 病期 別 にみ る と
(Table3),stagelで0%,stage2で25%,stage3で
75%,stage4で100%の腎細胞癌患者 にCK19mRNA
が検出 され,血 中CKIgmRNA陽 性例 では陰性例 よ
り有意 に臨床 病期 が 高か った(Mann-Whitney検定
にてp=0.0023).
血 中CKI9mRNAの 検 出 と遠隔転移 の有無 の間に
は有意な関連が認め られた(Fisherの直接確 率計算法
にてpL=O.033)が,静脈 内進展 や腫 瘍径 との関連 は
弱 かった.MO症 例 の33%,VO症 例 の27%,腫 瘍径
70mm以 下 の症例 の44%に も血 中CKIgmRNAが
検 出され た(Table4).
(4)血 中CKIgmRNA発 現 と予後
経過観察期 間が短 く,末 だ予後 との関係 は不明であ
る.現 在 の ところ腎摘 出術 前 に血中CKIgmRNAが
陽性であ った9例(経 過観察期 間11-40カ月,平 均25
カ月)の うち2例 が癌 死,1例 が新転移 出現 の後 に他
因死,1例 が新転 移出現 にて生存 中であ る.一 方,血
中CKl9mRNAが 陰性 であ った10例(経 過観察期 間







胞 検 出 に 関 して はそ の 臨床 的 意 義 が定 ま りつ つ あ
る8'9)が,血中癌細胞検 出の検討 は始 まって 間 もな く,
その評価 は定 まって いない.癌 の転移 は非効率 的な過
程 であ り,動 物 モデ ルを用いた実験で は静注 した癌細
胞 の大部 分は死滅 し,1%以 下の細胞 しか転移 として
成 立 しな いこ とが知 られてい るlo)し たが って,血
液中に遊離癌細胞が証明 され ることは,す ぐに転移 を
意 味す る もので はないが,少 な くと も癌転移の過程に
おける原発巣 か らの遊離 と血管内侵入 を果た した進行
状 況 を示す と考 え られる.
泌 尿 器 科 領 域 で は 前 立 腺 癌 に お い てPSAや
PSMAを 指標 とす るRT-PCR法 の報告 が多 くみ ら
れ る2'II)が,腎細胞癌 に関 して は特異 的 な腫瘍 マ ー
カー もな く,患 者 の予後 を予測す る方法 は限 られてい
る.わ れ われ は,上 皮細 胞 に特 異 性 の高 いcytoke-
ratin-19(CKI9)に着 目 し,腎 細胞 癌患 者 血 液 中の
CKIgmRNAを 検 出す るこ とを試 み た.cytokeratin
はお もに上皮細胞 に存在 する中間径 フ ィラメ ン トで,
現在 約20種類 のsubunitが確 認 されて い る.CK19
を 用 い た 末 梢 血 中 癌 細 胞 の 検 出 は,乳 癌3),肺
癌12'13),胃癌14),大腸癌15)などで既 に行われてお り,
最 もよ く検討 されて い るマーカー の1つ とい える.
Traweeki6)らはRT-PCR法 を用 いてCK19が 正常
人の末梢血,骨 髄,リ ンパ節 では検 出 されなかった と
述べ てい るが,nestedRT-PCR法の よ うな高感度 な
検 出法 を用いた場合 は血液細 胞中での弱い発現 も検 出
してfalsepositiveの原因 となる ことが報 告 されてい
る.わ れわれ と同 じprimerを用 いた非担癌者 末梢血
でのCKI9mRNA陽 性率 は,Dattaら3)による と39
例 中1例(2.5%),Krismannら12>による と65例中
25例(38%),Peckら13)による と62例中1例(1.6%)
と報告者 に よりかな り差がみ られる.
これ らのfalsepositiveが生ず る原 因 として,Peck
ら13)は血液採 取時 の皮膚上 皮細胞 混入が 最 も影 響 し
てい ることを指摘 している.ま た,い くつかのCKIg
mRNAのpseudogene検出17'19)も問 題 視 され て
い る.本 研 究 で 用 い たprimerは,Baderら17>や
Savtchenkoら18)が見 出 したpseudogcneとCKIg
mRNAを 区別 しうる3)Ruudら19)はtotalRNA抽
出時 のDNA混 入 を原 因 と したpscudogeneを見 出
し,DNase処理 を行 った正 常人 の末梢血 か らはその
pseudogcncが検 出 されな かったが,assayの感 度 を
最大 とす るとDNase処理後で も検 出 される可能性が
あるこ とを述べ ている.本 法 はあ くまで も血液 中にお
けるCK19mRNAの 相対 的な発現 の差 を利用 した も
のであ り,正 常 と癌 とを効率 的に区別で きるPCRの
至適増幅 レベ ル を設定す るこ とが必要 と考 え られ る.
検 出感度 と特異性 の改善 のた め,Pcckら13)はanne-
alingの温 度 を67℃(同 じprimerを用 いた以前 の報
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告 は72℃3'12))にす るこ とが有用 で あ る と述べ てい
る.わ れわれの方法で は,採 血時 に3管 目以後の検体
を用 い,totalRNA抽出後 にRNase-freeDNaselで
処 理 し,annealingを63℃で行 った結 果,正 常 人19
例 中2例(9%)がfalsepositiveを示 し,末 梢血 単
核細 胞1×107個当 た りOSRC-2細胞10個で検出可能
とい う感 度であった.
尿路性 器癌 に対 す る末梢 血中CKIgmRNAの 検出
に関 して は金田 ら20>も注 目 してお り,6例 の腎細胞癌
患者 中3例 に検 出 されたこ とを報告 してい るが,臨 床
的な有用性 につ いては まだ明 らかで ない.現 時点 にお
いてはわれわれの症例数 も十分で はないが,臨 床病期
や遠 隔転 移 とCKIgmRNA発 現 の有 無 との間に は有
意な関連 が認 め られてい る.ま た,CKI9mRNA陽
性 例9例 の うち4例(44%)は 癌 の進 展 を示 して お
り,陰 性例10例に再発所見 を認めていない ことか ら,
今後 の予後 との関係が注 目され る.今 回の検討 では,
末梢血 と腎静脈血 にお ける検体採取部位 による差は認、
め られず,腎 細胞癌の静脈内進展 との問 にも有意な関
連は認 めなかった.こ れ らは,脈 管浸潤の状 態や癌細
胞 の接着 な どとも関連す ると考 えられ ることか ら,さ
らなる検討が必要 と思 われ た.
最 近,尿 中のcytokeratin-20mRNAを標 的 と した
RT-PCR法によ り膀 胱癌診 断の良好 な結 果2Dが報告
されてお り,泌 尿器科領域 において もcytokeratinを
用いた微小癌診断 の研究が今後 さらに発展 する もの と
思われる.
結 語
腎細胞癌患 者 の血 液 中CKI9mRNAをnested


























4)腎 癌 取 扱 い 規 約(第2版).日 本 泌 尿 器 科 学 会,
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